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Neue fur das gpm-Gen codierende Nukleotidsequenzen 

Gegenstand der Erfindung sind far das gpm-Gen codierende 
Nukleotidsequenzen und Verfahren zur f ermentatrven . 
Herstellung von L-Aminosauren, insbesondere L-Lys.n unter 
Verwendung von coryneformen Bakterien, in denen das gpm-Gen 
verstarkt wird. 

Stand der Technik 

L-Aminosauren, insbesondere L-Lysin, finden in der 
Humanmedizin und in der pharmazeut ischen Industrie, 
insbesondere aber in der Tierernahrung Anwendung. 

Es ist bekannt, daB L-Aminosauren durch Fermentation von 
Stamen coryneformer Bakterien, insbesondere 
Corynebacterium glutamicum hergestellt werden. Wegen der 

• j ^4-=»^H-irt an der Verbesserung der 
arollen Bedeutung wxrd standig an aer 

Herstellungsverfahren gearbeitet. Verf ahrensverbesserungen 
konnen f ermentationstechnische Malinahmen wie z. B. Ruhrung 
und Versorgung rait Sauerstoff, oder die Zusammensetzung der 
Nahrmedien wie z . B. die Zuckerkonzentration wahrend der 
Fermentation, oder die Aufarbeitung zur Produktform durch 
z B lonenaustauschchromatographie oder die intrxnsrschen 
Leistungseigenschaften des Mikroorganismus selbst 
betref f en . 

Zur Verbesserung der Leistungseigenschaften dieser 
Mikroorganismen werden Methoden der Mutagenese, Selektxon 
und Mutantenauswahl angewendet . Auf diese Weise erhalt man 
Stamrne, die resistent gegen Antimetabolite wie z. B. das 
Lysin-Analogon S- (2-Aminoethyl) -Cystein oder auxotroph fur 
regulatorisch bedeutsame Metabolite sind und L-Ly S1 n 
produzieren . 

Seit einigen Jahren werden ebenfalls Methoden der 
rekombinanten DNA-Technik zur Stammverbesserung L- 
Aminosaure produzierender Stamrne von Corynebacterxum 
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eingesetzt, indem man einzelne Biosynthesegene fur L- 
M.nosauren amplif iziert und die Auswirkung au dxe L- 
^inos.ure-Produktion untersucht. Ubersichtsart xkel hxerzu 
"ndet man unter anderem bei Kinosnita ("Glutamxc Ac.xd 
Bacterial in: Biology of Industrial Microorganisms -n 
and Solomon (Eds.), Benjamin Cummings, London, UK 1985, 

■ v- (BinTec 2 40-44 (1991)), Eggelxng 

115-142), Hxlliger (BioTec ^, 

a o^i 97? (1994)), Jetten und Sxnskey 
(Am ino Acids 6:261-272 (1994)) 

(Critical Reviews in Biotechnology 15, 73 103 (1 ) ) 
sahm et al . (Annuals of the New York Academy of Scxence 
782, 25-39 (1996) ) . 



Aufgabe der Erfindung 

Die Erfinder haben sich zur Aufgabe gestellt, neue 

Unahmen zur verbesserten ferme ntativen Herste3 ung von L- 
Minosauren, insbesondere L-Lysin, berextzustellen. 

Beschreibung der Erfindung 

L-Aminos.uren, insbesondere L-Lysin, finden in der 
Humanmedizin, in der pharmazeutischen Industrie und 
, insbesondere in der Tierern.hrung Anwendun, 

daher ein allgemeines Interesse daran, neue verbesserte 
daher Hprstellung von L-Aminosauren, insbesondere 

Verfahren zur Hersteixung 

L-Lysin, bereitzustellen. 

W enn im foigenden L-Lysin Oder Lysin erwahnt werden, sind 
5 Lit niont nur die Base sondern auch die Sai.e w,e z. B. 
Lysin-Monohydrochlorid Oder Lysin-Sulfat gememt. 

Cegenstand der Erfindung ist ein isoliertes Poiynukieotid 
aus coryneformen Bakterien, enthaltend erne 
Polynukleotidsequenz, ausgewahlt aus der Gruppe 
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, in 9- i Hpnt isch ist ittit 
) Polynukleotid, das mindestens zu 70 . lden ^ 1SC 

das fur ein Polypeptid codiert, das 

,n SEQ ID No. 2 enthalt, . 



einem Polynukleotid, 
die Rminosauresequenz vo: 



10 




, ^ a** fiir ein Polypeptid codiert, das eine 

b) Polynukleotid, das fur ein roiyp v 

Aminosauresequenz enth.lt, die zu mindestens 70, 
identisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID No 

c) Polynukleotid, das komplementar ist zu den 
Polynukleotiden von a) oder b) , und 

d) Polynukleotid, enthaltend mindestens 15 
aufeinanderfolgende Nukleotide der Polynukleotxdsequenz 

von a) , b) oder c) . 

Geqenstand der Erfindung ist ebenfalls ein Polynukleotid, 
Gegenstan Rak terien replizierbare, bevorzugt 

das eine in coryneformen Bakterien «f 

rekombinante, DNA ist. 

+- h Erfindung ist ebenfalls ein Polynukleotid, 

15 Gegenstand der triinauuy 

das eine RNA ist. 

Geoenstand der Erfindung ist ebenfalls ein Polynukleotid 
begenbtanu „ n n 7 i P rbare DNA handelt, 

wobei es sich bevorzugt urn erne replizierbare 

enthaltend: 

die Nukleotidsequenz, gezeigt in SEQ ID No.l, oder 

mindestens eine Sequenz, die der Sequenz (i) 
innerhalb des Bereichs der Degeneration des 
genet ischen Codes entspricht, oder 

mindestens eine Sequenz, die mit der zur Sequenz 
(i) oder (ii) komplementaren Sequenz hybndisiert, 
und gegebenenf alls 



20 (i) 



(ii) 



(iii) 



25 



(iv) 



funktionsneutrale Sinnmutatione 



n in (i) • 



Weitere Gegenstande sind 

ein Vektor, enthaltend eines der genannten Polynucleotide 
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und als Wirtszelle dienende cor y „e £ or K Ba.terien, die den 

Vektor enthalten. 

Gegenstand der Erfindung sind ebenso -^-.leotide ; die im 
wesentlichen aus einer Polynukleotidsequenz bestehen, 
erhaltlich sind durch Screening mittels Hybridxsrerung 
e ner entsprecnenden die das vollstSndige Gen mrt 

einer eu v fcnrpr h P nd SEQ ID No. 1 enthalt, 

der Polynukleotidsequenz entsprechend bby 

mit einer Sonde, die die Sequenz des genannten 

■„ qF.O ID No 1 Oder ein Fragment davon 

Polvnukleotids gemaft SEQ iu no. 

enthalt und Isolierung der genannten DNA-Sequenz. 

Polynukleotidsequenzen gemaB der Erfindung sind ^eignet 
al Hybridisierungs-Sonden for PNA, cDNA und DBA, 

voller L »nge zu isolieren, die fur Phosphoglycerat 
Mutase codieren und solche cDKA Oder Gene zu rsolreren, 
eine hone fthnlichkeit der Sequenz mit der des 
Phosphoglycerat-Mutase-Gens auf weisen . 

Polynukleotidsequenzen gem** der Erfindung sind 

gee gnet als Primer zur HersteUung von ™ ™ * ! 

fur Phosphoglycerat-Mutase codieren, durch dx. Polymerase 

Kettenreaktion (PCR) - 

Solche als Sonden Oder Primer dienen de 
enthalten mindestens 30, bevorzugt mindestens 20, ganz 
Lenders bevorzugt mindestens 15 auf einanderf olgende 
Nucleotide. Geeignet sind ebenfalls OXigonu.leotrde mrt 

• ^^-t-enc? 40 oder 50 Nukleotiden. 
einer Lange von mindestens 4U oaei 

„Isoliert« bedeutet aus seinem naturlichen Umfeld 
herausgetrennt . 

i n h P7ipht sich im allgemeinen auf 

Polyribonucleotide und Polydeoxyribonu.leotide, wobe, e 
sich urn nicht modifizierte RNA Oder DNA Oder m odrfrzrerte 
RNA oder DNA handeln kann. 
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U nte r .Polyp.ptH.n- verstebt ^^^iZZT^' 
die zwei Oder .ehr ttber Peptidbindungen verbundene 

Aminosauren enthalten. 

D1 . Polypeptide ge^ Er.indung ""^XT^" 

5 ^ S M XO ,o. 2 XT^ZZ ^ ^-Mutase und aucb 
biologischen Mtrvrtat der Phosp mit dem 

solche ei n, <- ^ , 7 0 . de t ^ ^ 

S'^irS " ligste. ,0 . bis 9 S * identity -i« 

und besona die genannte 

10 dem Polypeptid gemaft SEQ ID no. 
Aktivitat aufweisen. 

Die Er£ indu„g betri ££ t £j£*™™ sm>iaI . 

„ u„ T . 0 i-pi i una von L-Aitiinosduj-en, 
fermentativen Hersteliung R3kt erien, die 

verstarkt, insbesondere uberexprimiert werden. 

ner Beqriff « Verstarkung" beschreibt in diesem 
Der Begrit ntraze llularen Aktivitat eines oder 

die Erhohung der intrazeiiuw . die 

•« -in^m Mikroorganismus, die durcn aie 

entsprechende DNA coaxes _y^ h1 - e inen starken 

die Kopienzahl des Gens bzw. der Gene erhont ernen 
Proctor verwendet Oder ein Gen verwendet, das fur 
entsprechendes Enzym mit einer honen Ak tiV lt at codrert 

v. nonf.Us diese Maftnahmen kombiniert. 
25 gegebenenraiis uxe^c 

r^on^and der vorliegenden 
Die Mi.roorganis.en, die lnsbeso ndere L-Lysin 

Er£ indung sind, ~^~ s e rr ctose, Maltose, 

rinrnse Saccharose, Lactose, j- 
aus Glucose, ocio n rin un d Ethanol 

q ,, rke cellulose oder aus Glycerin 
Meia5be ' . ^ Uari . rP ter corvnef ormer , 

30 nerstellen. Es ,ann ™^^^ cterlul , nandeln. 

Bakterien insbesondere der Gattung ^ory 

Tender Gattung corynebacteriu, ist insbesondere d ^ 
Corynebacterium glutamicum zu nennen, die in 
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j. i „+- t -Aminosauren zu 
fur ihre Fahigkeit bekannt ist, L Amino 

produzieren . 

• , stamme der Gattung Corynebacterium, insbesondere 
Geexgnete Stamme der J sind zum Beispiel die 

der Art Corynebacterium glutamicum, 

bekannten Wildtypstamme 

Corynebacterium glutamicum ^CC1303^ 
Corynebacterium acetoglutamicum ^ 158 ° 
Corynebacterium acetoacidopnilum 
Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP 
Corynebacterium melassecola ATCC17965 
Brevibacterium flavum ATCC14067 
Brevibacterium lactof ermentum ATCC13869 und 
Brevibacterium divaricatum ATCC14020 

+ lit, L-Lysin produzierende Mutanten bzw. 
und daraus hergestellte L Lysin v 

5 Stamme, wie beispielsweise 

Corynebacterium glutamicum FERM-P 1709 
Brevibacterium flavum FERM-P 17 08 
Brevibacterium lactof ermentum FERM-P 1712 
Corynebacterium glutamicum FERM-P 64 63 

LOiy . ,„ itvrm-P 64 64 und 

Corynebacterium glutamicum FERM P 

Corynebacterium glutamicum DSM5715. 

» neue, fur das Enzym 

D en Erfindern gelang es das neue gpm _ Gen von 

Phosphoglycerat-Mutase (EC 5.4.2.1) 
C glutamicum zu isolieren. 

zur Xsoiierun, des «»^n. Oder auc* anderer Gene von C. 

lutami c Um wird zunacnst eine Genban* d.ese 
Hikr oor g anis m us in E. eoli angele g t Da ^ 
Genbanfcen ist in a^emein befcannten Le* ^ seien das 
Handbachern niedergeschr.eben . M " Ein£unt un g in 

Lehrbuch von W innacKer= Gene und Deutscnland , 

Minnie (Verlag Chemie, Weinheim, 
die Gentechnologie (verx y _ Molecular 

^ c uandbuch von Sambrook et ai.. 
1990) Oder das Handbucn ^ Laboratory 

Cloning, A Laboratory Manual (Cold S P ri g 
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Press 1989) genannt. Eine sehr bekannte Genbank ist die 
des e'. coli K-12 Stages W3110, die von Kohara et < Ce11 
50 495-508 (1987)) in .-Vektoren angelegt wurde. Bathe et 
al' (Molecular and General Genetics, 252:255-265 19.96) 
Lschreiben eine Genbank von C. glutamicum ATCC13 032 dxe 
mit Hilfe des Cosmidvektors SuperCos I (Wahl et al., 1987, 
Proceedings of the National Academy of Sciences USA 
84-2160-2164) im E. coli K-12 Stamm NM554 (Raleigh et al., 

n • l^h. Research 16:1563-1575) angelegt wurde. 
1988, Nucleic Acids Researcn xo 

nermann et al. (Molecular Microbiology 6 (3) , 317-32b 
(1992)) wiederum beschreiben eine Genbank von C. glutamicum 
ATCC13032 unter Verwendung des Cosmids P HC79 (Hohn und 
Collins, Gene 11, 291-298 (1980)). Zur Herstellung einer 

• •„ c rnli konnen auch Plasmide 

Genbank von C. glutamicum m E. coli konnen 

T f f a cnipnres 25, 807-818 1979)) 

wie PBR322 (Bolivar, Life Sciences, ^, 

wie P^j . i i npo rpne 19-259-268) verwendet 

Oder P UC9 (Vieira et al., 1982, Gene, ly.z 

warden. Als Wirte eignen sich besonders solche E coli- 
Stamme, die restriktions- und rekombinationsdef ekt sind 
EinTeispiel hierfur ist der Stanun DH5otMCR, der von Grant 
et al. (Proceedings of the National Academy ^ Sc ™ 
USA 87 (1990) 4645-4649) beschrieben wurde. Die mit Hilfe 
von'cosmiden klonierten langen DNA-Fragmente konnen 
anschlieBend wiederum in g.ngige, far die Sequenzierung 
geeignete Vektoren subkloniert und anschlieAend sequenziert 
werden, so wie es z. B. bei Sanger et al. (Proceedings of 
the NaUonal Academy of Sciences of the United States of 
America, 74:5463-5467, 1977) beschrieben ist. 

Auf diese Weise wurde die neue fur das gpm-Gen codierende 
DNA-Sequenz von C. glutamicum erhalten, die als SEQ ID No. 

3 1 Bestandteil der vorliegenden Erfindung ist. Weiterhm 
wurde aus der vorliegenden DNA-Sequenz mit den oben 
beschriebenen Methoden die Aminosauresequenz des 
entsprechenden Proteins abgeleitet. In SEQ ID No x.t die 
sich ergebende Aminosauresequenz des gpm-Genproduktes 

5 dargestellt . 
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Codierende DNA-Sequenzen, die sich aus SEQ ID No. 1 durch 
die Degeneriertheit des genetischen Codes ergeben, sind 
ebenfalls Bestandteil der Erfindung. In der Fachwelt sind 
weiterhin konservative Aminosaureaustausche wie z. B. 
Austausch von Glycin gegen Alanin Oder von Asparaginsaure 
gegen Glutaminsaure in Proteinen als „Sinnmutationen" 
(sense mutations) bekannt, die zu keiner grundsat zlichen 
Veranderung der Aktivitat des Proteins fiihren, d. h. 
funktionsneutral sind. Weiterhin ist bekannt, dafi, 
Anderungen am N- und/oder C-Terminus eines Proteins dessen 
Funktion nicht wesentlich beeintrachtigen oder sogar 
stabilisieren konnen. Angaben hierzu findet der Fachmann 
unter anderem bei Ben-Bassat et al. (Journal of 
Bacteriology 169:751-757 (1987)), bei O'Regan et al. (Gene 
3 77:237-251 (1989)), bei Sahin-Toth et al. (Protein Sciences 
3:240-247 (1994)), bei Hochuli et al. (Bio/Technology 
6: 1321-1325 (1988)) und in bekannten Lehrbiichern der 
Genetik und Molekularbiologie . Aminosauresequenzen, die 
sich in entsprechender Weise aus SEQ ID NO. 2 ergeben, und 
0 diese Aminosauresequenzen codierende DNA-Sequenzen sind 
ebenfalls Bestandteil der Erfindung. 

In gleicher Weise sind DNA-Sequenzen, die mit SEQ ID No. 1 
oder Teilen von SEQ ID No. 1 hybridisieren Bestandteil der 
Erfindung. Schliefilich sind DNA-Sequenzen Bestandteil der 
25 Erfindung, die durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
unter Verwendung von Primern hergestellt werden, die sich 
aus SEQ ID No. 1 ergeben. Derartige Oligonukleotide haben 
typischerweise eine Lange von mindestens 15 Nukleotiden. 

Anleitungen zur Identif izierung von DNA-Sequenzen mittels 
30 Hybridisierung findet der Fachmann unter anderem im 
Handbuch "The DIG System Users Guide for Filter 
Hybridization" der Firma Boehringer Mannheim GmbH 
(Mannheim, Deutschland, 1993) und bei Liebl et al. 
(International Journal of Systematic Bacteriology (1991) 
35 41: 255-260). Anleitungen zur Amplif ikation von DNA- 
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Sequenzen mit Hilfe der Polymerase-Kettenreakt ion (PGR) 
findet der Fachmann unter anderem im Handbuch von Gaxt: 
Oligonukleotide synthesis: a practical approach (IRL Press, 
Oxford, UK, 1984) und bei Newton und Graham: PGR (Sp.ektrum 
Akademischer Verlag, Heidelberg, Deutschland, 1994). 

Die Erfinder fanden heraus, daB coryneforme Bakterien nach 
Uberexpression des gpm-Gens in verbesserter Wexse L- 
Minosauren insbesondere L-Lysin produzxeren. 

Zur Erzielung einer Uberexpression kann die Kopienzahl der 

_ , „v,4. ,,QvHc»n oder es kann die 

entsprechenden Gene erhoht werden, oaer 

Promotor- und Regulationsregion oder die 
Ribosomenbindungsstelle, die sich stromaufwarts des 
Strukturgens befindet, mutiert werden. In gleicher Wexse 
wirken Expressionskassetten, die stromaufwarts des 
Strukturgens eingebaut werden. Durch induzierbare 
Promotoren 1st es zus.tzlich m5glich, die Expression im 
Verlaufe der f ermentativen L-Aminosaure-Produktxon zu 
steigern. Durch MaBnahmen zur Verl.ngerung der Lebensdauer 
der m -RNA wird ebenfalls die Expression verbessert. 
Weiterhin wird durch Verhinderung des Abbaus des 
Enzymproteins ebenfalls die Enzymakt ivitat verstarkt. Dxe 
Gene oder Genkonstrukte konnen entweder in Plasmxden mxt 
unterschiedlicher Kopienzahl vorliegen oder im Ghromosom 
integriert und amplifiziert sein. Alternativ kann wexterhxn 
elne Uberexpression der betreffenden Gene durch Veranderung 
der Medienzusammensetzung und Kulturf uhrung errexcht 



werden 
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ftnieitungen hierzu findet der Fachmann unter anderem be, 
Martin et a!. ,Bio/Technolo g y 5, 137-146 (1987,,, be, 
Guerrero et al. (Gene 138, 35-41 (1994,,, Tsuchrya und 

^ -, c 4?r-430 (1988)), bei Eikmanns 

Morinaga (Bio/Technology 6, 428 4JU U^M< 

et al (Gene 102, 93-98 (1991)), in der Europaxschen 
Patentschrift EPS 0 472 869, im US Patent 4 601 893 bex 
Schwarzer und Puhler (Bio/Technology 9, 84-87 (1991), bex 
Reinscheid et al. (Applied and Environmental Microbxology 
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«n 126-132 (1994)), bei LaBarre et al. (Journal of 
ZZZ^^ 1001-1007 (1993)), in der Paten tanmeldung 
W0 96/15246, bei Malumbres et al. (Gene 134, 15 -2^ 
(1993)), in der japanischen Offenlegungsschnft JP A 
2298 91 bei Jensen und Hammer (Biotechnology and 

hp 191-195 (1998)), bei Makndes 
Bioenqineering 58, 191 

• c;n.m?-538 (1996)) und m 

(Microbiological Reviews 60.512 b3b 

be.annten Lehrb 0 chern der Geneti* und MoleKularMologie. 
Beispielhaft wurde das erf indungsge m a*e gpm-Gen mit Hilfe 
von Plasmiden uberexprimiert . 

A ls Plasmide eignen sich solche, die in coryneformen 
Bakterien repliziert werden. Zahlreiche bekannte 
Bakterien y (Me nkel et al., Applied and 

Plasmidvektoren wie P^l Me 

Environmental Microbiology (1989) 64. 549 bb P 

<- i r P ne 102-93-98 (1991)) oder pHS2-l 
.X "^r i o"« 9 -74 (1991,, — «»' "» 

::::ien p,^- phm1519 , ^°^^ Gi ^ 

Plasnudve.toren wie z. B. solche, dre au pCG4 US 
4,489, 1 60, Oder pNG2 (Serwold-Davis et al., FEMS 
Microbiology Letters 66, 119-124 ,1990, ) Oder pAGl (OS 
Uit,i ^ . ^i^-s^h^r Weise verwendet 

5,158,891) beruhen, konnen in gleicher weise 

werden . 

Weiterhin eignen sich solche Plas.idveRtoren -it Hilfe 
d erer m an das Verfahren der Gena.pli^atron durch 
Xntegration in das Chromosom anwenden kann, so wre 
beispielsweise von Reinscheid et al. (Applied and 

Deib ^ . , cn i9c_i^2 (1994)) zur 

Environmental Microbiology 60, 126 132 (l^ ' 

• nmnl < fikation des hom-thrB-Operons 

n.ml ikation bzw. Ampin lication <ac^ 

Duplikatio Methode wird das vollstandige 

beschrieben wurde . Bei dieser netno 
, Gen in einen Plasmidvektor kloniert. der rn 

(typischerweise E. coli, , nicht aber in ^^ t ™ x 

v ™ A1^ Vektoren kommen bespielsweise pSUP-301 
replizieren kann. Als Vektore ^ 

(Simon et al . # Bio/Technology 1, 78 791 



35 



(Simon eu «.*., — (1994)), 
oder P Kl9mob (Schafer et al., Gene 14b 
pGEM-T (Promega corporation, Madison, WI, USA) P CR2 . 1 
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(Shuman (1994). Journal of Biological Chemistry 269:32678- 
84; US-Patent 5,487,993), pCR®Blunt (Firma Invitrogen, 
Groningen, Niederlande; Bernard et al., Journal of 
Molecular Biology, 234: 534-541 (1993)) oder pEMl (Schrumpf 
et al, 1991, Journal of Bacteriology 173:4510-4516) in 
Frage. Der Plasmidvektor , der das zu amplif izierende Gen 
enthalt, wird anschlieliend durch Konjugation oder 
Transformation in den gewunschten Stamm von C. glutamicum 
uberfuhrt. Die Methode der Konjugation ist beispielsweise 
bei Schafer et al . (Applied and Environmental Microbiology 
60, 756-759 (1994)) beschrieben. Methoden zur 
Transformation sind beispielsweise bei Thierbach et al. 
(Applied Microbiology and Biotechnology 29, 356-362 

(1988) ), Dunican und Shivnan (Bio/Technology 7, 1067-1070 

(1989) ) und Tauch et al. (FEMS Microbiological Letters 123, 
343-347 (1994)) beschrieben. Nach homologer Rekombination 
mittels eines "cross over" -Ereignisses enthalt der 
resultierende Stamm mindestens zwei Kopien des betreffenden 



Gens . 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist demnach ein 
Verfahren zur f ermentat iven Herstellung von L-Aminosauren, 
insbesondere L-Lysin, bei dem man einen mit einem 
Plasmidvektor transf ormierten Stamm einsetzt, und der 
Plasmidvektor die Nukleotidsequenz des fur das Enzym 
Phosphoglycerat-Mutase codierenden Gens tragt. 

Zusatzlich kann es fur die Produktion von L-Aminosauren, 
insbesondere L-Lysin, vorteilhaft sein, neben dem gpm-Gen 
weitere Gene des Biosyntheseweges der gewunschten L- 
Aminosaure zu verstarken, damit eines oder mehrere Enzyme 
des jeweiligen Biosyntheseweges, der Glykolyse, der 
Anaplerotik, des Zitronensaure-Zyklus oder des Aminosaure- 
Exports uberexprimiert wird. 

So kann beispielsweise fur die Herstellung von L-Lysin 
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gleichzeitig das fur die Dihydrodipicolinat-Synthase 
codierende dapA-Gen (EP-B 0 197 335), oder 

* 

gleichzeitig ein fur eine feed back resistente 
Aspartatkinase codierende lysC-Gen (Kalinowski etal. 
(1990), Molecular and General Genetics 224: 317-324), 
oder 

gleichzeitig das fur die Glyceraldehyd-3-Phosphat- 
Dehydrogenase codierende gap-Gen (Eikmanns (1992), 
Journal of Bacteriology 174:6076-6086), oder 

gleichzeitig das filr die Triosephosphat-Isomerase 
codierende tpi-Gen (Eikmanns (1992), Journal of 
Bacteriology 174:6076-6086), oder 

gleichzeitig das fur die 3-Phosphoglycerat-Kinase 
codierende pgk-Gen (Eikmanns (1992), Journal of 
Bacteriology 174:6076-6086), oder 

. gleichzeitig das fur die Pyruvat-Carboxylase codierende 
pyc-Gen (Eikmanns (1992), Journal of Bacteriology 
174:6076-6086), oder 

. gleichzeitig das fur die Malat-Chinon-Oxidoreduktase 
codierende mqo-Gen (Molenaar et al., European Journal of 
Biochemistry 254, 395 - 403 (1998)), oder 

• gleichzeitig das fur den Lysin-Export codierende lysE-Gen 
(DE-A-195 48 222) 

uberexprimiert werden. 

Weiterhin kann es fur die Produktion von L-Aminosauren, 
insbesondere L-Lysin, vorteilhaft sein, neben dem gpm-Gen 
gleichzeitig 

• das fur die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase codierende 
pck-Gen (DE 199 50 409.1, DSM 13047) und/oder 
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. das fur die Glucose-6-Phosphat-Isomerase codierende pgx- 
Gen (US 09/396,478, DSM 12969) 

abzuschwachen. 

Weiterhin kann es fur die Produktion von L-Aminosauren, 
5 insbesondere L-Lysin, vorteilhaft sein, neben der 

Uberexpression des gpm-Gens unerwanschte Nebenreakt xonen 
auszuschalten (Nakayama: "Breeding of Amino Acid Produce 
Micro-organisms", in: Overproduction of Microbial Products, 
Krumphanzl, Sikyta, Vanek (eds.), Academic Press, London, 
10 UK, 1982) . 

Die erfindungsgema* hergestellten Mikroorganismen konnen 
kontinuierlich oder diskontinuierlich im Batch-Verf ahren 
(Satzkultivierung) oder im Fed batch- ( Zulaufverf ahren) 
oder Repeated fed batch-Verf ahren (repetitxves 
15 Zulaufverf ahren) zum Zwecke der Produktion von L- 

Minos,uren, insbesondere L-Lysin, kultiviert werden. Exne 
Zusammenfassung Uber bekannte Kultivierungsmethoden sxnd xm 
Lehrbuch von Chmiel (Bioprozesstechnik 1. Einfuhrung xn dxe 
Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 
20 1991)) Oder im Lehrbuch von Storhas (Bioreaktoren und 
periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, 
Braunschweig/Wiesbaden, 1994)) beschrieben. 

^ DaS zu verwendende Kulturmedium muft in geeigneter Weise den 

Anspruchen der jeweiligen Stamme genugen. Beschreibungen 
25 von Kulturmedien verschiedener Mikroorganismen sxnd xm 

Handbuch "Manual of Methods for General Bacteriology der 
American Society for Bacteriology (Washington D.C., USA 
1981) enthalten. Als Kohlenstoff quelle konnen Zucker und 
Kohlehydrate wxe z. B. Glucose, Saccharose, Lactose, 
30 Fructose, Maltose, Melasse, Starke und Cellulose, Ole und 
Fette wie z. B. Sojaol, Sonnenblumenol, Erdnussol und 

• d Paimitinsaure, stearinsaure 

Kokosfett, Fettsauren wxe z. B. Palmxtxnsau ' 

, > ^ t a ^ r, n g.1 vrerin und Ethanol una 
und Linolsaure, Alkohole wxe z.. B. Glycerxn u 

• „ „ q Fcqinsaure verwendet werden. 
organische Sauren wxe z. B. hssxgsauie 
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Diese Stoffe konnen einzeln oder als Mischung verwendet 
warden. Als Stickstoff quelle konnen organische 
stickstoffhaltige Verbindungen wie Peptone, Hefeextrakt, 
Fleischextrakt, Malzextrakt, Maisquellwasser , 

T hiund Harnstoff oder anorganische Verbindungen 

Soiabohnenmehl unci Harnstun ^ 

wie Arrcnoniumsulfat, A^oniumchlorid, Arrcnoniumphosphat 
M iu«car b o„at und An«oniu m nitrat verwendet werden. Dre 
Stickstoffquellen ksnnen einzeln oder als Mischung 
verwendet werden. Ms e h os Ph or q uelle *Snnen P»o.Phor.aur^ 
Kaliu.dlnvdrogenpnospnat oder D1I c.li U -hydrc.np^Ph.^od.r 
dl . entspreo h enden -"r^alt igen Salze ^ »^ 
Das Kulturmedium nuB weiterhrn Salze von Met 
wie z. B. Magnesiumsulfat Oder Eisensulfat, dre fur das 

-a' onr,H qrhlielilich konnen essentielie 
Wachstum notwendig sxnd. Scnlxeuxxc ..^ lir , h , u d en 

Wuchsstoffe wie Aminosauren und Vitamxne zusatzlxch zu den 
oben genannten Stoffen eingesetzt werden. Dem Kultur.edxu, 
J tlberdie. geeignete Vorstufen zugesetzt warden. xe 
genannten Einsatzstof f e k.nnen zur Kultur xn For, - » 
einmaligen Ansatzes hinzugegeben oder xn geexgneter Wexse 
wahrend der Kultivierung zugefuttert werden. 
Zur P H - Kontrolle der Kultur werden basische Verbxndungen 
wie Natriumhydroxxd, Kaliumhydroxid, Ammoniak bzw. 
^oniakwasser oder saure Verbindungen wie Pnosphorsaure 
oder Schwefelsaure in geeigneter Weise e ^esetz^ur w±e 
Kontrolle der Schaumentwicklung konnen Antxschaummxttel 
z B Fettsaurepolyglykolester eingesetzt werden. Zur 

, o^^KiiHtat von Plasmiden konnen dem 
Aufrechterhaltung der Stabxlxtat von 

Medium geeignete selektiv wirkende Stoffe wxe z. B. 

An tibiotika hinzugefagt werden. Um aerobe Bedingungen 

, aufrecntzuernalten werden Sauerstoff oder sauerstof f haltxge 

. 7 o Luft in die Kultur eingetragen. Dxe 
Gasmischungen wxe z. B. Lutt xn a 

Temoeratur der Kultur liegt normalerwexse bex 20 C bxs 45 
Temperatur a Kultur wird solange 

und vorzugswexse bex 25 C bxs 40 KS1Hpt hat 

fortaesetzt, bis sich ein Maximum an L-Lysxn gebxldet hat 
fortgesetzt, u h lb von 10 stunden bxs 

5 Dieses Ziel wird normalerwexse xnnerhalb von 

160 Stunden erreicht. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung 1st demnach ein 
ZZL Z u r — ,en He rSt en r von 
insbesondere L-Lysin, bei dem man folgende Schrxtte . 

durchfiihrt: 

, atinn von die L-Aminosaure produzierenden 
a) Fermentation von a it* ^ 

corynefortten BaKterien, in denen .an Z u ml ndest das £u r 
das Enzym Phosphoglycerat-Mutase codierende gpm-Gen 



V 



erstarkt, insbesondere uberexprimiert 

der L-Aminosaure im Medium oder in den 



b) Anreicherung 
Zellen der Bakterien und 

c) isolieren der L-Aminosaure. 
Die Analyse von L-Lysin kann durch 




findungsgemalie Verfahren dient zur fermentative 
Herstellung von L-Aminosauren, insbesondere L-Lysin. 



n 



Das er 
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Beispiele 

Die vorliegende Erfindung wird im folgenden anhand von 
Ausfiihrungsbeispielen naher erlautert. 



5 Beispiel 1 

Herstellung einer genomischen Cosmid-Genbank aus 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 



& 10 



Chromosomale DNA aus Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
wurde wie bei Tauch et al. (1995, Plasmid 33:168-179) 
beschrieben isoliert und mit dem Restriktionsenzym Sau3AI 
(Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland, 
Produktbeschreibung Sau3AI, Code no. 27-0913-02) partiell 
gespalten. Die DNA-Fragmente wurden mit shrimp alkalischer 
Phosphatase (Roche Molecular Biochemicals , Mannheim, 
15 Deutschland, Produktbeschreibung SAP, Code no. 1758250) 
dephosphoryliert. Die DNA des Cosmid-Vektors SuperCosl 
(Wahl et al. (1987) Proceedings of the National Academy of 
Sciences USA 84:2160-2164), bezogen von der Firma 
Stratagene (La Jolla, USA, Produktbeschreibung SuperCosl 
20 Cosmid Vektor Kit, Code no. 251301) wurde mit dem 

Restriktionsenzym Xbal (Amersham Pharmacia, Freiburg, 
Deutschland, Produktbeschreibung Xbal, Code no. 27-0948-02) 
*' gespalten und ebenfalls mit shrimp alkalischer Phosphatase 

dephosphoryliert. AnschlieBend wurde die Cosmid-DNA mit dem 
25 Restriktionsenzym BamHI (Amersham Pharmacia, Freiburg, 

Deutschland, Produktbeschreibung BamHI , Code no. 27-0868- 
04) gespalten. Die auf diese Weise behandelte Cosmid-DNA 
wurde mit der behandelten ATCC13032-DNA gemischt und der 
Ansatz mit T4-DNA-Ligase (Amersham Pharmacia, Freiburg, 
30 Deutschland, Produktbeschreibung T4-DNA-Ligase, Code no. 27- 
0870-04) behandelt. Das Ligationsgemisch wurde anschliefiend 
mit Hilfe des Gigapack II XL Packing Extracts (Stratagene, 
La Jolla USA, Produktbeschreibung Gigapack II XL Packing 
Extract, Code no. 200217) in Phagen verpackt. Zur Infektion 
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des E coli Stammes NM554 (Raleigh et al. 1988, Nucleic 
Acid Research 16:15 63-157 5) wurden die Zellen in 10 mM 
MgS0 4 aufgenommen und mit einem Aliquot der 
Phagensuspension vermischt. Infektion und Titerung der 
Cosmidbank wurden wie bei Sambrook et al. (1989, Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor) 
beschrieben durchgef uhrt , wobei die Zellen auf LB-Agar 
(Lennox, 1955, Virology, 1:190) mit 100 ug/ml Ampicillin 
ausplattiert wurden. Nach Inkubation uber Nacht be! 37 C 
wurden rekombinante Einzelklone selektioniert . 



Beispiel 2 

Isolierung und Sequenzierung des gpm-Gens 

Die Cosmid-DNA einer Einzelkolonie wurde mit dem Qiaprep 
Spin Miniprep Kit (Product No. 27106, Qiagen, Hilden, 
Germany) nach Herstellerangaben isoliert und mit dem 
Restriktionsenzym Sau3AI (Amersham Pharmacia, Freiburg, 
Deutschland, Produktbeschreibung Sau3AI, Product No. 27- 
0913-02) partiell gespalten. Die DNA-Fragmente wurden mit 
shrimp alkalischer Phosphatase (Roche Molecular 
Biochemicals, Mannheim, Deutschland, Produktbeschreibung 
SAP Product No. 1758250) dephosphoryliert . Nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung erfolgte die Isolierung 
der Cosmidfragmente im GroBenbereich von 1500 bis 2000 bp 
mit dem QiaExII Gel Extraction Kit (Product No. 20021, 
Qiagen, Hilden, Germany) . Die DNA des Sequenziervektors 
pZero-1 bezogen von der Firma Invitrogen (Groningen, 
Niederlande, Produktbeschreibung Zero Background Cloning 
Kit, Product No. K2500-01) wurde mit dem Restriktionsenzym 
) BamHI (Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland, 
Produktbeschreibung BamHI, Product No. 27-0868-04) 
gespalten. Die Ligation der Cosmidfragmente in den 
Sequenziervektor P Zero-l wurde wie von Sambrook et al. 
(1989, Molecular Cloning: A laboratory Manual, Cold Spring 
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Harbor) beschrieben durchgef Uhrt , wobei das DNA-Gemisch mit 
T4-Ligase (Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) uber 
Nacht inkubiert wurde. Dieses Ligationsgemisch wurde 
anschlietiend in den E. coli Stamm DHSaMCR (Grant, 1990, 
5 Proceedings of the National Academy of Sciences U.S.A. , 
87:4645-4649) elekt roporiert (Tauch et al. 1994, FEMS 
Microbiol Letters, 123:343-7) und auf LB-Agar (Lennox, 
1955, Virology, 1:190) mit 50 ug/ml Zeocin ausplatt iert . 
Die Piasmidpraparation der rekombinanten Klone erfolgte mit 
10 dem Biorobot 9600 (Product No. 900200, Qiagen, Hilden, 

Deutschland) . Die Sequenzierung erfolgte nach der Dideoxy- 
Kettenabbruch-Methode von Sanger et al. (1977, Proceedings 
of the National Academy of Sciences U.S.A., 74:5463-5467) 
■ mit Modifikationen nach Zimmermann et al. (1990, Nucleic 
15 Acids Research, 18:1067). Es wurde der "RR dRhodamin 
Terminator Cycle Sequencing Kit" von PE Applied 
Biosys terns (Product No. 403044, Weiterstadt, Deutschland) 
verwendet. Die gelelektrophoretische Auftrennung und 
Analyse der Sequenzierreaktion erfolgte in einem 
20 "Rotiphorese NF Acrylamid/Bisacrylamid" Gel (29:1) (Product 
No. A124.1, Roth, Karlsruhe, Germany) mit dem "ABI Prism 
377" Sequenziergerat von PE Applied Biosystems 
(Weiterstadt, Deutschland) . 

Die erhaltenen Roh-Sequenzdaten wurden anschlieliend unter 
25 Anwendung des Staden-Programpakets (1986, Nucleic Acids 
Research, 14:217-231) Version 97-0 prozessiert. Die 
Einzelsequenzen der pZerol-Derivate wurden zu einem 
zusammenhangenden Contig assembliert. Die computergestut zte 
Codierbereichsanalyse wurden mit dem Program XNIP (Staden, 
30 1986, Nucleic Acids Research, 14:217-231) angefertigt. 
Weitere Analysen wurden mit den "BLAST search programs" 
(Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Research, 25:3389- 
3402), gegen die non-redundant Datenbank des "National 
Center for Biotechnology Information" (NCBI, Bethesda, MD, 
35 USA) durchgef uhrt . 
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Die erhaltene Nukleotidsequenz ist in SEQ ID No. 1 
dargestellt . Die Analyse der Nukleotidsequenz ergab ein 
offenes Leseraster von 744 Basenpaaren, welches als .gpm-Gen 
bezeichnet wurde . Das gpm-Gen codiert fur ein Protein von 
24 8 Amino saur en . 
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SEQUENZPROTOKOLL 
<110> Degussa-Huls AG 

<120> Neue far das gpm-Gen codierende Nukleotidsequenzen 

<130> 990168 BT 



10 <140> 
<141> 

<160> 2 

15 <170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 1020 

<212> DNA 

^ 20 <213> Corynebacterium glutamicum 



25 



<220> 

<221> CDS 

<222> (181) . - (924) 



30 



ScUtc, g aat ggg t g a W c c ,te g a.cac g cca g a.ca«ctc ct„o„c c 60 
ac= 9 cc g c,c ,,ct.tc g tc g c tg t.caac g .c g ctatt g c=aac g ,a.a t g tc g a= gg t 120 
g ,a,c g c»tc ,c„«,.,t a,.c g c g c g t c g t gg a,cat .„,«„«. «=t.,t.c« 1.0 

, tn _ tt . ctt ctt cat cac ggt cag age gaa tgg 228 
atg act aac gga aaa ttg att ctt ctt y * u T 

Met Thr Asn Gly Lys Leu He Leu Leu Arg His Gly b 



35 1 5 



„c ,ca tec aac „, «c act «. t„ Jt= Jt= £ ct, acc 

Asn Ala Ser Asn Gin Pne Inr ^xy 3Q 

20 " 



276 




'4 0 



s s sr. s sr. s s ss ss sr. s £ ss ss s 

35 40 



324 



45 



gg c fl tc «c cc. gf ■« g t> t« acc tec «, ct, cot c,c jc, ate 3,2 

Gly Val Leu Pro Gly Val vax iyx ^ 



50 55 



50 



cgc act gca aac ate gca ctg aac get gca gac cgc cac tgg ate cca 
Arg Thr Ala Asn He Ala Leu Asn Ala Ala Asp Arg 8Q 



420 



65 70 



55 



gtg ate cgc gac tgg cgc etc aac gag cgt cac tac W gca ctg cag 
Val He Arg Asp Tr P Arg Leu Asn Glu Arg His Tyr y ^ 



468 



85 

516 



ggc ctt ,ac ,. g ,=« jca acc ,, g g .a j». * g c Jjc JJ= «, ttc 

Gly Leu Asp Lys Ala Ala Thr Lys biu ^y 11Q 

100 iUD 
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612 



660 



708 



756 



atg gaa tgg cgc cgc tec tac gac acc cca cca cca gag etc gcg gat 564 
Met Glu Trp Arg Arg Ser Tyr Asp Thr Pro Pro Pro Glu Leu Ala Asp 
115 120 125 

gac gca gag tac tec cag gca aat gac cct cgt tac gcg gac etc gac 
Asp Ala Glu Tyr Ser Gin Ala Asn Asp Pro Arg Tyr Ala Asp Leu Asp 
130 135 1^0 

gta gtt cca cgc acc gaa tgc etc aag gac gtt gtg gtt cgt ttt gtt 
Val Val Pro Arg Thr Glu Cys Leu Lys Asp Val Val Val Arg Phe Val 
145 150 155 160 

cct tac ttc gag gaa gaa ate ctg cca cgc gca aag aag ggc gaa acc 
Pro Tyr Phe Glu Glu Glu He Leu Pro Arg Ala Lys Lys Gly Glu Thr 

165 1*70 1*75 

gtc etc ate gca gca cac ggc aac tec ctg cgt gcg ctg gtt aag cac 
Val Leu He Ala Ala His Gly Asn Ser Leu Arg Ala Leu Val Lys His 

180 185 190 

ctt gac ggc ate tec gat get gat ate gca gag etc aac ate cca acc 
Leu Asp Gly He Ser Asp Ala Asp He Ala Glu Leu Asn He Pro Thr 
195 200 205 

ggc ate cca ctg gtc tac gaa ate gee gaa gac ggt tec gta gta aac 
Gly He Pro Leu Val Tyr Glu He Ala Glu Asp Gly Ser Val Val Asn 
210 215 220 

cca ggc ggc acc tac etc gat cct gag gca gca gca gee ggc gca gca 
Pro Gly Gly Thr Tyr Leu Asp Pro Glu Ala Ala Ala Ala Gly Ala Ala 
225 230 235 240 

gca gta gca aac cag ggt aat aag tagctatttg taggtgagca ctcttcttgc 
Ala Val Ala Asn Gin Gly Asn Lys 

245 

tttcgtattg ggcgtggtcc teatgggect cgccctacct gegtataega aaattaaaga 1014 

1020 

teggat 



804 



852 



900 



954 



<210> 2 
<211> 248 
<212> PRT 

<213> Corynebacterium glutamicum 



<400> 2 

Met Thr Asn Gly 
1 

Asn Ala Ser Asn 

20 

Gin Gly Glu Ala 
35 

Gly Val Leu Pro 
50 



Lys Leu He Leu 
5 

Gin Phe Thr Gly 

Glu Ala Lys Arg 

40 

Gly Val Val Tyr 
55 



Leu Arg His Gly 
10 

Trp Val Asp Val 
25 

Gly Gly Glu Leu 



Thr Ser Leu Leu 

60 



Gin Ser Glu Trp 
15 

Asn Leu Thr Glu 

30 

Leu Val Glu Ala 
45 

Arg Arg Ala He 
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«, ... »ia «» » «• " 5 " i5 W "* "so 

65 70 

, a™ His Tvr Gly Ma Leu Gii;i 
5 Val He Arg Asp Trp Arg Leu Asn Glu Arg Hxs Tyr ^ 

8 5 

Gly Leu RSP LV, »la ». Ly. «. «y «P »P «" ^ 

100 

10 qpr Tvr Asp Thr Pro Pro Pro Glu Leu Ala Asp 

Met Glu Trp Arg Arg Ser Tyr Asp 125 

115 

c rin Ala Asn Asp Pro Arg Tyr Ala Asp Leu Asp 
Asp Ala Glu Tyr Ser Gin Ala Asn a P ^ 

15 13° 

t,,* Aso Val Val Val Arg Phe Val 
Val Val Pro Arg Thr Glu Cys Leu Lys Asp Val igQ 

145 150 
- 20 Pro Tyr Phe Glu Glu Glu He Leu Pro Arg Ala Lys Lys Gly Glu Thr 
-^B- 165 

, * c»r- Ton Ara Ala Leu Val Lys His 
Val Leu lie Ala Ala His Gly Asn Ser Leu Arg ^ 

180 io 

25 E Rla Aso He Ala Glu Leu Asn He Pro Thr 

Leu Asp Gly He Ser Asp Ala Asp 2Q5 

195 zuu 

t val Tvr Glu lie Ala Glu Asp Gly Ser Val Val Asn 
Gly He Pro Leu Val Tyr x 22Q 

30 210 21b 

Pro 01, CI, - Tyr «u W P~ & "* 5*0 

225 230 

35 Ala Val Ala Asn Gin Gly Asn Lys 

245 
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Patent anspruche 

i isoliertes Polynukleotid aus coryneformen Bakterden, 
enthaltend eine Polynukleotidsequenz , ausgewahlt aus 

der Gruppe 

a, Polynukleotid, das mindestens zu 70 % identisch 1st 
rait exnera Polynukleotid, das far ein Polypeptxd 
codiert, das die Aminosauresequenz von SEQ ID No. 

enthalt, 

^■^ fiir ein Polypeptid codiert, das 

Polynukleotid, das tur em ruiyn y 

eine Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 
♦ 70 % identisch 1st mit der Aminosauresequenz von 

SEQ ID No. 2, 

c) Polynukleotid, das komplementar ist zu den 
Polynukleotiden von a) oder b) , und 



10 b) 



15 



d) 



Polynukleotid, enthaltend mindestens 15 
aufeinanderfolgende Nukleotide der 
Polynukleotidsequenz von a) , b) oder c) . 



n 



2 Polynukleotid gemali Anspruch 1, 
20 wobei das Polynukleotid eine in coryneformen Bakter.e 

replizierbare, bevorzugt rekombinante DNA ist. 

^ 3. Polynukleotid gemali Anspruch 1, 

wobei das Polynukleotid eine RNA ist. 

4. Replizierbare DNA gemali Anspruch 2, 
25 enthaltend 

(i) die Nukleotidsequenz, gezeigt in 
SEQ ID No. 1, oder 

(ii ) mindestens eine Sequenz, die der Sequenz 

( i) innerhalb des Bereichs der Degeneration des 
30 genet ischen Codes entspricht, oder 
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(iii) mindestens eine Sequenz, die mit der zur Sequenz 

(i) oder (ii) komplementaren Sequenz 
hybridisiert, und gegebenenf alls 

4 

(iv) funktionsneutrale Sinnmutationen in (i). 

5 Polynukleotidsequenz gemaft Anspruch 2, das 

fur ein Polypeptid codiert, das die Aminosauresequenz 
in SEQ ID No. 2 darstellt, enthalt. 

6. Vektor, enthaltend eine Polynukleotidsequenz nach 
Anspruch 1- 

7. Coryneformes Bakterium, enthaltend einen Vektor nach 
Anspruch 6. 

8. Verfahren zur f ermentativen Herstellung von L- 
Aminosauren, 

dadurch gekennzeichnet, 
daft man folgende Schritte durchfiihrt: 

a) Fermentation von die L-Minosaure produzierenden 
coryneformen Bakterien, in denen man zumindest das 
fur das Enzym Phosphoglycerat-Mutase codierende Gen 
verstarkt, insbesondere uberexprimiert , 

b) Anreicherung der L-Minosaure im Medium oder in den 
Zellen der Bakterien und 

c) Isolieren der L-Minosaure. 

9. Verfahren gemaft Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man Bakterien einsetzt, in denen man zusatzlrch 
weitere Gene des Biosyntheseweges der gewunschten L- 
Aminosaure verstarkt. 

10. Verfahren gemali Anspruch 8, 
dadurch gekenn-zeichnet, 

3 daB man Bakterien einsetzt, in denen die 
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Stoffwechselwege zumindest teilweise ausgeschaltet 
sind, die die Bildung der L-Aminosaure vernngern. 

11 verfahren gemaft Anspruch 8, 

' h * d u r c h gekennzeichnet, 

I, In einen .it eine m Pias.idvektor transferrin 

^4-^i- nnd der Plasmidvektor die 
Stamm einsetzt, una aei. rj. 

^ c €« r das Enzym Phosphoglycerat- 
Nukleotidsequenz des fur das hnzym 

Mutase codierenden Gens tragt. 
12 . verfahren qm *t einem Oder mehreren der AnsprOche 8 bis 




10 U ' , h n e k e n n z e i c h n e t, 

* m . Rakterien verwendet, die L-Lysin 
daB man coryneforme Bakterien 



herstellen 



15 



20 



13 verfahren gemali Anspruch 9, 

' d a d u r c h gekennzeichnet 

da* gleichzeitig das far die Dihydrodipicolinat- 
Synthase codierende dapA-Gen Uberexprimiert wird. 

14 verfahren gemali Anspruch 9, 

' d a d u r c h gekennzeichnet, 

11 gleichzeitig ein fur eine feed back resistente 
"spartatkinase codierendes lysC-Gen ttberexpr iml ert 



wird. 



15 Verfahren gemali Anspruch 9, 

u Q nn7eichnet, 
dadurch gekennzei 



25 



30 



I! ^ichteitig das far die Gyceraldehyd-3-Phosphat- 
Oehydrogenase codierende gap-Cen Uberexpri.iert wrrd. 

16 Verfahren gemali Anspruch 9, 

v, rrpkennzeichnet, 
H^durchge^t= 1111 

da, gleichzeitig das fur die Triosephosphat-Isomerase 
codierende tpi-Gen uberexprimiert wird. 



17. verfahren gemafc Anspruch 9 
dadurch geke 



nnzeichnet, 



990 r 168 BT 
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10 



■ u ri^s fur die 3-Phosphatglycerat-Kinase 

dafi gleichzeitxg das rur uxe 
codierende pgk-Gen Uberexprimiert wird. 

18 Verfahren gemali Anspruch 9, 
" d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t, 

dali gleichzeitig das fUr die Pyruvat-Carboxylase 
codierende pyc-Gen uberexprimiert wird. 

19 Verfahren gemali Anspruch 9, 
d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t, 
da, gleichzeitig das das far die Malat-Chinon- 
Oxidoreduktase codierende mqo-Gen Uberexprimiert wxrd 

W 20 Verfahren gemali Anspruch 9, 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t, 

da, gleichzeitig das far den Lysin-Export codierende 

lysE-Gen uberexprimiert wird. 

15 21 Verfahren gemali Anspruch 10, 

d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t 

da, gleichzeitig das far die Glucose-6-Phosphat- 

isomerase codierende pgi-Gen abgeschwacht wird. 

22 Verfahren gemali Anspruch 10, 
20 ' d a d u r c h g e k e n n z e i c h n e t , 

* dali gleichzeitig das far die Phosphoenolpyruvat- 

Carboxylase codierende P ck-Gen abgeschwacht wird. 



99,0^68 BT 



27 



Neue fur das gpm-Gen codierende Nukleotidsequenzen 



Zusammenf assung 

Die Erfindung betrifft ein isoliertes Polynukleot id,-' 
enthaltend eine Polynukleotidsequenz, ausgev/ahlt aus der 

Gruppe 

a) Polynukleotid, das mindestens zu 70 % identisch ist mit 
einem Polynukleotid, das fur ein Polypeptid codiert, das 
die Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2 enthalt, 

b) Polynukleotid, das fur ein Polypeptid codiert, das eine 
Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70 % 
identisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2, 

c) Polynukleotid, das komplementar ist zu den 
Polynukleotiden von a) oder b) , und 

d) Polynukleotid, enthaltend mindestens 15 
aufeinanderfolgende Nukleotide der Polynukleotidsequenz 

von a) , b) oder c) , 

und Verfahren zur f ermentativen Herstellung von L- 
Aminosauren unter Verstarkung des fur das Enzym 
Phosphoglycerat-Mutase codierenden gpm-Gens. 



